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i 要 


FW.Z. AZ EWR EE A—50 (DEAE-Sephadex 和 一 50) 对 福建 产 尖 吻 BH HE 
蛇毒 进行 柱 层 析 分 离 ， 获 得 11 个 蛋白 烽 。 其 中 第 一 峰 具 有 和 蛋白 水 和解 醇 及 磷酸 — BB 
力 ， 辐 时 还 有 纤维 蛋白 溶解 作用 及 局 部 出 血 作 用 。 第 贾 峰 具有 较 强 的 精 氨 酸 栈 酶 活力 及 
ERM HEE LAN SL RNB BEKO A, BPR MM, FY 
峰 具 有 明显 的 毒性 作用 ， 腹 腔 注 射 于 小 白鼠 ， 可 致远 隔 部 位 的 皮下 、 肌 肉 、 移 鉴 内 侧 以 
及 腹腔 等 处 出 血 甚 至 死亡 。 

类 吻 蜡 蛇 粗 毒 具 有 较 高 的 蛋白 水 甫 酶 、 精 氨 酸 厂 醇 、57 一 核 苷 酸 基 及 磷酸 二 酯 酶 的 
=H, WREARAMM, LAERE PR A DIIRE, RRR 
力 近 于 零 。 


央 吻 竟 蛇 主要 分 布 于 我 国 南方 各 省 ， 如 浙江、 福建 、 江 西 、 安 徽 、 湖 南 、 三 东 、 矿 
西 、 湖 北 及 人 台湾 省 筹 地 [13。 关 于 尖 吻 蜡 蛇 粗 毒 的 毒 理 学 已 进行 了 动物 急性 毒性 测 E, 
局 者 毛细 迎 管 通 透 性 试验 及 全 身 血 液 凝固 系 统 、 心 血管 系统 的 毒性 作用 试验 (2?.3] 。 全 
湾 省 药理 学 工作 者 从 台湾 管 产 的 央 吻 昨 蛇 毒 中 分 离间 纯化 由 凝血 酶 样 梅 、 纤 维 蛋 白 溶解 
成 分 及 抗 凝 血 成 分 ， 并 对 这 些 纯化 的 成 分 进行 了 理化 特性 分 析 及 毒 理 试验 [7 一 12。 
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材料 与 方法 


—, Se, ROR REEERE » MTR RATE, 定期 采集 毒 
经 真空 低温 干燥 局， 得 白色 无 定形 国体 。 

=, RAMS: 

“ZHAEZERRBRBEA—5O (DEAE-Sephadex A—50) X Pharmacia 进口 ， 
RRA L058 4M. BMRB AIC. 5), Khe RAH OA 
剂 。 动 物 ， 家 免 1.5 一 2.5 公 斤 ， 小 白鼠 18 一 24 克 ， 肉 雄 并 用 。 

三 ， 酶 活力 和 生理 效应 的 测定 ; 

酶 活力 测定 方法 辐 前 文 L4.51 。 

血液 凝固 性 测定 ，0' 1 ATER Ja HR ER Le 50. 1 就 升 样品 在 37c0 水 洽 中 保温 5 分 
钟 ， 加 0 .1 毫升 2,5 x 10 4 CaCl Ww, WR RANI (SR) 并 记录 之 ， 对 
照管 是 以 合 0.15 对 NaCigy Tris-HCl pa (pH7.3) 代替 样品 。 

无 钙 血 液 奖 固 性 测定 ，0.1 窄 升 家 免 柠 榜 酸 盐 血 桨 事先 在 37°C 水 浴 保 温 5 分钟 ， 加 
样品 0.1 毫升 ， 观 察 血 奖 瞻 固 时 间 并 记录 之 ， 如 发 生 凝 加 ， 说 明 梓 品 具 有 凝血 酶 样 酶 作 
用 。 

纤维 蛋白 深 解 作用 测定 ， 取 家 免 柠 檬 酸 盐 血 浆 0.1 毫 升 ， 加 2,.5x10-2MCaCl: 液 党 
0 .1 毫升 ， 竺 纤维 蛋白 凝 块 形成 后 ， 加 0.2 毫 升 样 品 于 窗 块 上 ， 置 37°C 保 温 24 小 时 ， 观 察 
RRA CHR. ' 

局 部 出 筷 测 定 ， 家 免 于 实验 前 一 天 用 硫化 饥 淀 粉 灶 将 族 壁 毛 脱 净 。 选 4 点 ， 每 点 皮 
内 注射 样 总 0,2 毫 升 ， 每 只 腥 豆 均 同时 用 含 0.1% 粗 毒 生理 盐水 0.2 豪 升 及 生理 盐水 0,2 毫 
升 分 别 皮 内 注射 一 点 ， 以 作对 照 。 注 射 后 2 、4 及 6 小 时 观察 局 部 有 无 肿胀 及 出 血 。 

毒性 测定 ， 小 白鼠 禁 食 12 小 时 (但 不 禁 水 ) 每 组 10 只 ， 各 组 分 用 量 均 按 100 微 克 110 克 
体重 计算 ， 了 腹腔 注射 ， 观 察 48 小 时 和 组 的 死亡 情况 。 ( 注 ， 粗 毒 1 BRISA BAcsonm 
1.4) 
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~~, 柱 层 析 分 次 ， 

本 文采 用 的 柱 层 析 分 离 的 条 件 是 ，DEAE->ephadex A—50, 4 R—-M—B A A 
后 ， 用 0 .01 三 羟 甲 基 氨 基 甲 烷 一 盐 职 〈Tris 一 HCD 缓冲 液 (pH8.6) 温 泡 并 平衡 装 
柱 ， 社 高 53 厘 米 ， 容 积 230 毫 升 。 尖 易 晶 蛇毒 800 毫 克 控 于 上 述 缓冲 液 10 密 升 中 上 柱 。 分 
三 步 洗 脱 ， 第 一 步 用 平衡 缓 囊 液 洗 脱 。 第 二 步 加 NaCl 直 线 梯 度 洗 脱 , RAR 12008 F 
Boy, EFL 1200 毫升 含有 0.3M NaCl MSMR, BHAA 0.6M NaCl 的 
缓冲 液 300 训 升 洗 脱 。 洗 脱 液 用 部 分 收集 器 收集 ， 每 15 分 钟 收集 一 管 ， 每 管 3,8 毫 升 ， 每 
管 蛋白 质 的 含量 在 国产 751 型 分 光 光 度 计 上 测定 280nm 的 光 吸 收 〈Asasonm) o 

粗 毒 经 上 述 柱 层 析 后 分 得 11 个 蛋白 峰 ， 和 蛋白 回收 率 包 各 :sonm 计 算 达 104.6%6， 分 离 
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图 谱 参 看 图 [ 。 
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二 、 粗 毒 的 酶 活力 及 其 在 各 蛋白 峰 的 分 布 ， 

粗 毒 的 蛋白 水 解 酶 、 精 氨 酸 了 栈 酶 、 磷 酸 二 酯 酶 及 5 一 核 背 酸 酶 的 活力 较 高 ， 工 一 所 
ERARE, BMRA, REPRE RBA SU, ERMA ATS. BAK 
PERAR MORES. HAREM HERE 5 BERBERS AE 
URW, SRAIRI. 
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三 、 粗 毒 的 某 些 生理 效应 及 其 在 各 蛋白 峰 的 分 布 ， 

1 纤维 蛋白 溶解 作用 ，0.,1% 物 毒 溶 被 0.2 毫 升 ( 含 毒 200 微 克 ) 与 纤维 蛋白 凝 块 保 
温 12 小 时 左右 ， 可 使 其 全 部 溶解 成 乳白 色 混 浊 液 。 第 [ 组 分 0.2 毫 升 〈 蛋 白质 含量 分 136 
微克 ) 具有 同样 的 效应 ， 其 他 各 组 分 均 无 纤维 蛋白 溶解 作用 。 

2. RERE 0.1% 粗 毒 溶液 0.1 毫 升 在 试管 内 能 使 家 免 柠 楼 酸 盐 血 兹 于 无 钙 条 
件 下 发 生活 因 ， 并 使 此 纤维 蛋白 多 块 于 37*C 保 温 12 小 时 左右 ， 溶 拥 成 乃 白色 混 涩 泪 。 上 由 
LRBABEREH, PETRA ARMA BEDRRE, Be, ATHENS 
Pp TEE aA, SR, AR RR 
ALURSREZE TRE: 但 与 粗 夷 不 同 ， 继 续 保 温 不 会 使 纤维 蛋白 溶解 。 其 余 各 组 
分 均 无 上 述 训 应 ， 说 明 第 仙 及 如 组 分 具有 凝血 酶 样 酶 效应 。 

3。 抗 凝血 效应 ， 粗 毒 在 试管 内 不 影响 血浆 复 钙 时 间 。 第 了 及 区 组 分 在 试管 内 明 显 
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MEP RMA MSH ( 自 正常 的 90 一 120 秒 延长 至 30 分 以 上 )， 说 明 具 有 抗 凝 血 
效应 。 其 他 各 组 分 无 明显 影响 。 

4， 局 部 作用 ，0.1% 独 毒 溶液 9.2 毫 升 皮 内 注射 于 家 人 免 腹 壁 、 注 毒 后 2 小 时 ,局 部 出 
现 明显 肿胀 及 出 血 斑 。 各 组 分 0.2 毫 升 分 别 皮 内 注射 ， 仅 第 工 组 分 出 现 局 部 肿胀 及 出血 
得 ， 局 部 出 血 效 应 随 剂量 增 大 而 加 强 。 其 余 各 组 分 虽 剂 量 增 大 到 1.0 毫 升 ， 亦 不 发 生 局 
部 作用 ， 参 看 图 2 。 





图 2 ey WL ME PT A ah A a RA A TE 


5. FENE Uy BOM Bt hh BE — EH 9 EE (LD, o) 为 4.4(3.67 
~5.28) 毫克 /千克 体重 (2 )。 蛇 毒 经 层 析 后 ， 分 别 探讨 各 组 分 的 毒性 ， 结 果 其 致死 毒 
性 主要 分 布 在 第 X 组 分 。 第 区 组 分 时 轻微 毒性 反应 。 剖 检 中 毒 致死 之 小 白鼠 ， 胸 壁 、 腊 
腔 、 肺 脏 、 肌 肉 及 皮下 有 出 血 或 出 血 狂 ， 其 出 血 作 用 不 限于 注射 部 位 《腹腔 ) 。 


讨 论 


本 文 用 DEAE-Sephadex A 一 50 柱 层 析 分 离 尖 有 吻 昕 蛇毒 ， 得 11 个 蛋白 峰 ， 并 测定 了 
粗 毒 及 蛋白 峰 的 8 种 酶 活力 及 5 种 生理 效应 。 各 峰 的 生化 生理 特性 较为 集中 ， 这 有 利于 
今后 对 各 组 分 的 纯化 。Ougang C 等 [62 曾 报导 台湾 省 产 的 尖 吻 晓 蛇 毒 的 柱 层 析 分 离 ， 得 
12 个 蛋白 峰 ， 并 测定 了 第 9 峰 具 有 纤 深 作用， 第 10 峰 具有 精 氨 酸 酯 酶 及 凝血 酶 样 酶 作 


用 。 
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我 们 分 离 的 第 I 蛋白 峰 具有 蛋白 水 解 酶 、 磷 酸 二 酯 酶 的 活力 ， 同 时 还 有 纤维 蛋白 深 
解 及 局 部 出 血 作用。 其 出 血 与 纤维 蛋白 溶解 作用 两 者 是 否 一 个 成 分 两 种 效应 ， 还 是 两 种 
成 分 所 致 ， 须 待 进一步 纯化 以 后 才能 确定 。 

KF Ry ERE RT PLA EE, RARTM— MAST, DHERARS. 
RERNOTHAR., SAMRAT ERAR RFH SRR EHRE 
A C1, WARNS) 最 分 别 用 量 达 100 微 克 /10 克 体重 ,对 小 白鼠 并 无 明显 毒性 作用 。 
而 第 区 组 分 不 具 上 述 三 种 作用 ， 却 对 小 白鼠 呈 明 显 毒 性 作用 ， 中 琶 症 态 不 腿 于 注射 局 
B®, BSS ze, GR. UAL WE, BER, RX ASA 
Hine, SRIAPHM MATA, RSPR, APM AA AIH 
进一步 试验 ， 才 能 确定 。 

尖 购 坚 蛇毒 的 磷 酮 酶 A 活力 很 低 ， 但 在 试验 动物 及 临床 尖 易 凤 蛇 伤 病例 中 均 发 生 明 
显 的 溶血 效应 。 推 测 溶血 的 发 生 与 磷 陋 醇 A 的 关系 不 是 主要 的 ， 其 机 理 尚 待 探讨 。 








参 考 X 献 


1. 中国 的 毒蛇 及 蛇 街 防治 ，1974.55 一 56 于 海 人 员 出 版 社 

2. 药理 学 教研 组 ， 驼 药 蛇毒 研究 组 ，1976. 五 步 蛇 毒 毒 理 作用 观察 I 、 福 建 医 
大 2,27—35. 

3。 药 理学 教研 组 , 蛇 药 蛇毒 研究 组 ，1976 .五 步 蛇 蛇毒 毒 理 作用 观察 工 , 福 建 医 
大 2: 36—39. 

4. 云南 昆明 动物 研究 所 第 四 研究 室 : 1976 .蛇毒 的 研究 与 利用 工 RELA 
毒蛇 的 蛇毒 酶 活力 的 测定 。 生 物化 学 与 生物 物理 学 报 8, 151 一 156， 

5. BORER. PKR, RAB. FH, 1979. RHBWARSAAY. 浙江 产 腹 蛇 
(Agkistrodon halys pallas) MHEMHEROARRROBHKMR a. Aw 


化 学 与 生物 物理 学 报 11 (2) ; 169—174. 
6, Cheng H. C. et al, 1967. Isolation of coagulant and anticoagulant prin- 


ciples from the venom of Agkistrodon aeutus, Toxicon, 4, 235—243. 

7. Ouyang C, et al, 1972. Purification and properties of the anticoagulant 
principle of Agkistrodon acuius venom, Biochim. et Biophys. Acta 278, 
155—162. 

8. Ouyang C, et al, 1973. The effect of the purified anticoagulant principle 
of Agkistrodon acufus venom on blood coagulation. Toxicon 11, 287--292. 

9. Ouyang, C, et al., 1974. Inhibition of the thrombine-like principle of 
Agkistrodon aculus venom by group specific enzyme inhibitors, Toxicon, 12, 
449 一 453。 

10. Ouyang C, et al, 1976. Purification and characterization of the fibrin— 
olytic principle of Agkistrodon acutus venom. Biochim. et Biophys. Acta, 


439, 146. 
11. Ouyang C, et al, 1977. The properties of the purified fibrinolytic 


Te ge Se a ee eed TE ee 


ar 


tH MPS: MR A y G E aE T A E E D a A RTE A BA E E RAN We 114 


principle from Agkistrodon acutus snake venom. Toxicon. 15, 161—167. 

12 Ouyang C, etal., 1978. In vivo effects of the purified thrombin—like and 
anticoagulant principles of Agkistrodon acutus (hundred pace snake) venom. 
Toxicon, 16, 583—593. 


IDENTIFICATION OF PHYSIOLOGICAL EFFECTS AND 
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ABSTRACT 


The venem of Agkistrodon acutus (from Fukien) was fractionated on 
DEAE-Sephadex A—50 into 11 different protein peaks (fractions), The expe- 
rimental conditions are described. In the crude venom, the specific activities of 
proteinase, arginine esterase, phosphodiesterase, as well as 5’-nucleotidase are 
higher than that of phosphomonoesterase, phospholipase A and L-amino acid 
oxidase, The arginineesterase and thrombin-like activities are concentrated in 
fraction VI. The proteinase, fibrinolytic and anticoagulant activities are conce- 
nitrated in fraction I, Fraction IX also shows anticoagulant activity. The lethal 
action is located in fraction X. 

The LD,, after intraperitoneal injectoin of crude venom of Agkistrodon 


acutus was found to be 4.4 mg/kg for mice. 


